
 

 

 

 

 

 

FERNANDA JENIFFER OLIVEIRA LINDOSO 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE AMILASES DE Ucides cordatus E SEU POTENCIAL USO 

COMO BIOMARCADOR DE METAIS PESADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SÃO LUIS/MA 

2018 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHÃO 

Fundação Instituída nos termos da Lei 5.152 de 21/10/1966 – São Luís – Maranhão 

    CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE 
COORDENADORIA DO CURSO DE CIÊNCIAS 

BIOLÓGICAS (Modalidade:Bacharelado) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE AMILASES DE Ucides cordatus E SEU POTENCIAL USO 

COMO BIOMARCADOR DE METAIS PESADOS 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado 

ao Curso de Ciências Biológicas Bacharelado 

da Universidade Federal do Maranhão, como 

requisito para a obtenção do grau de Bacharel 

em Biologia. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Talita da Silva Espósito 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SÃO LUIS/MA 

2018 

 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHÃO 

Fundação Instituída nos termos da Lei 5.152 de 21/10/1966 – São Luís – Maranhão 

    CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE 
COORDENADORIA DO CURSO DE CIÊNCIAS 

BIOLÓGICAS (Modalidade: Bacharelado) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a). 

Núcleo Integrado de Bibliotecas/UFMA 

 

 

 

 

 

Lindoso, Fernanda Jeniffer Oliveira. 
CARACTERIZAÇÃO DE AMILASES DE Ucides cordatus E SEU 

POTENCIAL USO COMO BIOMARCADOR DE METAIS PESADOS / 
Fernanda Jeniffer Oliveira Lindoso. - 2018. 

45 f. 
 

Orientador(a): Talita da Silva Espósito. 
Monografia (Graduação) - Curso de Ciências Biológicas, 
Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2018. 
 
1. Amilase. 2. Caranguejo. 3. Crustáceos. 4. 
Recurso pesqueiro. I. Espósito, Talita da Silva. II. 
Título. 



 

 

FERNANDA JENIFFER OLIVEIRA LINDOSO  

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE AMILASES DE Ucides cordatus E SEU POTENCIAL USO 

COMO BIOMARCADOR DE METAIS PESADOS 

 

 

 

 

Aprovada em ___/___/___  

 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

____________________________________________ 

Prof°. Drª. Talita da Silva Espósito (Orientadora) 

Departamento de Oceanografia e Limnologia - UFMA 

 

____________________________________________ 

Profº. Drª. Alexandra Martins do Santos Soares  

Departamento de Engenharia Química - UFMA 

 

 

_____________________________________________ 

Prof°. Drª. Marianna Basso Jorge 

Departamento de Oceanografia e Limnologia - UFMA 

 

 

 

 

 

 

https://www.researchgate.net/institution/Universidade_Federal_do_Maranhao/department/Departamento_de_Oceanografia_e_Limnologia
https://www.researchgate.net/institution/Universidade_Federal_do_Maranhao/department/Departamento_de_Oceanografia_e_Limnologia


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus, dono dos meus dias, meu protetor, 

Aos meus pais Geovani e Antonia, vocês me guiaram para que eu pudesse 

chegar até aqui. Minhas irmãs Mickelle e Bruna, vocês são incríveis! 

 

Com todo meu amor! 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Salmos 37:04 

 

“
Deleita-te também no Senhor, e Ele te concederá 

os desejos do teu coração.” 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Talvez não tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o 

melhor fosse feito. Não sou o que deveria ser, mas graças a Deus, não 

sou o que era antes. (Marthin Luther King)” 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus agradeço por toda a vida que há em mim. Por tudo o que tens feito e ainda vais 

fazer, A Ele toda Glória, toda minha vida, todo meu louvor! 

A minha professora orientadora Dra. Talita da Silva Espósito, pelo voto de confiança, 

amizade, incentivo e oportunidade de trabalhar na área de biotecnologia de organismos 

aquáticos, agradeço também os momentos alegres de trabalhos, permitindo uma convivência 

agradável, conversas, ensinamentos, foram preciosos! As discussões e contribuições 

científicas e o auxílio na correção dos trabalhos e deste manuscrito, sempre com toda a calma 

e paciência que lhe são característicos. Minha imensa gratidão, respeito e carinho. Muito 

obrigada! 

Allysson, seu coração me emociona. Obrigada por dividir seus tesouros comigo, porque assim 

eles se tornam nossos. Obrigada por somar forças nessa trajetória, sua companhia e amizade 

foram essenciais. Estamos apenas começando querido amigo. Um irmão na adversidade 

ganhei. 

Pai, mãe, Bruninha, Mickelle, Junior, Ester, Gustavo, Isadora, vó e vô, vocês são a minha 

base! Obrigada pelas orações e todo o apoio. 

À Marcelo Fernandes, por toda generosidade e bondade, pelo auxílio prestado em meus 

experimentos, agradeço sua dedicação, interesse e cuidado, de coração, muito obrigada 

amigo. Aos colegas de laboratório, Suelma, Mônica, Yohana, Jéssica, Marllen, pela troca de 

experiências, apoio e companheirismo, conversas, brincadeiras sendo muito mais que um 

simples ambiente de trabalho. 

Agradeço aos membros que compõe a banca avaliadora por disporem do seu tempo para me 

auxiliar na etapa final desse trabalho. 

A FAPEMA pelo apoio financeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

As vísceras do processamento do pescado têm apresentado uma importante fonte de 

biomoléculas com potencial aplicação industrial. Neste trabalho avaliou-se o potencial de 

amilases de vísceras de caranguejo como biomarcador de metais pesados. Para extração das 

enzimas foram utilizadas vísceras extraídas de Ucides cordatus. A partir deste material 

obteve-se o extrato bruto que foi submetido por um processo de purificação parcial realizado 

em duas etapas: tratamento térmico e precipitação salina com sulfato de amônio. A fração 

saturada com 30- 60% de sulfato de amônio apresentou maior atividade específica com 

rendimentos de 7,2%. Nesta fração verificou-se em que temperatura e pH as amilases 

apresentaram maior atividade e foram realizadas eletroforeses de acordo com o método de 

Laemmli (1970), usando gel de acrilamida. Os efeitos de íons metálicos sobre a atividade 

amilolítica os íons Ca, Cu , Hg , Al , Ba , Fe, Mg e Na, foram avaliados nas concentrações 

0,007; 0,0007 e 0,00007 mM. A atividade amilolítica foi fortemente inibida por Hg em 95%. 

Os pesos das proteínas foram estimados em 30-34 kDa. As amilases de Ucides cordatus se 

mostraram sensíveis a um metal pesado, por terem sua atividade fortemente inibida pelo 

mercúrio, o que pode sugerir a o potencial uso das amilases como biomarcador para este 

metal. 

  

Palavras chaves: Caranguejo, crustáceos, recurso pesqueiro, amilase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The viscera of the fish processing have presented an important source of biomolecules with 

potential industrial application. In this work the potential of crab viscera amylases as a heavy 

metal biomarker was evaluated. For the extraction of the enzymes, viscera extracted from the 

of Ucides cordatus . From this material the crude extract was obtained, which was submitted 

by a semi-purification process carried out in two stages: thermal treatment and saline 

precipitation with ammonium sulfate .The fraction presenting the highest amylolytic activity 

was further studied (30-60% of ammonium sulfate) resulting in 7.2%. In this fraction, it was 

verified in which temperature and pH the amylases presented for higher activity and 

electrophoreses were performed according to the method of  Laemmli (1970) . The effect of 

metal ions on the amylolytic activity of the Ca, Cu, Hg, Al, Ba, Fe, Mg and Na ions was 

evaluated at 0.007; 0.0007 e 0.00007 mM concentrations. Amylolytic activity was strongly 

inhibited by Hg in 95%. The proteins weight was estimated at 30-34 kDa. The amylases of 

Ucides cordatus showed to be sensitive to a heavy metal, because their activity is strongly 

inhibited by mercury, which may suggest the potential use of amylases as a biomarker for this 

metal. 

Keywords: Crab,  Crustaceans, fishing waste, amylase. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O ambiente marinho está continuamente sujeito à poluição química 

proveniente das atividades antropogênicas que podem aumentar a descarga de 

elementos químicos metálicos pesados em várias concentrações nos ecossistemas 

aquáticos naturais (PAPAGIANNTIS et al., 2004) e prejudicar os organismos aquáticos 

que vivem naquele ambiente (ALINK, 1982). Esta contaminação ocorre devido ao uso 

extenso de metais nos processos agrícolas, químicos e industriais (PREGO & CO 

BELO-GARCIA, 2003; CHEUNG et al, 2004). Os elementos tendem a acumular-se em 

organismos, possuem estabilidade química ou baixa biodegradabilidade. 

(HELLAWELL, 1986; SANDERS, 1997). Alguns metais pesados são essenciais ao 

metabolismo normal de organismo; e outros não-essenciais, por não possuírem nenhum 

papel biológico significativo (SANDERS, 1997; EC, 2001). Entre os essenciais para os 

organismos marinhos estão: Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn (BRYAN, 1979). Todos 

os metais, essenciais ou não-essenciais são tóxicos em altas concentrações, Ag, Cd, Cu, 

Hg e Pb  particularmente tóxicos (BRYAN, 1979; EC, 2001). 

Durante análises ambientais, poluentes como pesticidas e metais são 

geralmente detectados pela inibição de uma atividade enzimática promovida por estes 

contaminantes tóxicos (COSTA et al., 2007). Uma vez que a análise direta de tais 

substâncias não fornece informações sobre seu efeito direto no ecossistema, o uso de 

biomonitores ou biomarcadores é uma opção altamente recomendada porque estes 

respondem especificamente a quantidade de contaminante disponível (RUELAS-

INZUNZA & PÁEZ-OSUNA, 2000). 

Os biomarcadores medem a interação entre um sistema biológico e um agente 

ambiental, podendo ser físico, químico ou biológico (WHO/IPCS, 1993). Estes podem 

ser conceituados como “indicadores de curto prazo” de efeitos biológicos em longo 

prazo (CAJARAVILLE et al, 2000)  

Dentre esses organismos se destacam os animais aquáticos, foco de vários 

estudos sobre contaminação de metais, pois absorvem tanto os metais essenciais, como 

não essenciais, a partir da água e pela ingestão de alimento, os efeitos adversos destas 

substâncias químicas podem prejudicar o transporte de nutrientes através das células 

epiteliais (MERT et al. 2014). Embora o papel central de enzimas digestivas nos 

processos de clivagem e absorção de alimentos sejam bem conhecidos, poucos estudos 

examinaram a atividade destas enzimas sob efeito de contaminantes e seu potencial 
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como biomarcadores. A exposição de concentrações sub-letais de metais pesados pode 

interferir na atividade enzimática digestiva da espécie exposta, e promover uma redução 

da captação de energia, afetando a sobrevivência, o crescimento e a reprodução dos 

organismos (DE COEN & JANSSEN, 1997; DE COEN et al., 1998). Esses efeitos no 

metabolismo energético podem ocorrer, pois as células digestivas estão conectadas às 

células de armazenamento de carboidratos e lipídios (BODAR et al. ,1990).  

Entre os crustáceos, o Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) - faz parte da família 

Ucididae de acordo com Stevĉić (2005) e Ng et al. (2008). Esta espécie ocupa uma 

posição particularmente importante devido à sua distribuição geográfica contínua 

(Amapá a Santa Catarina no Brasil, de acordo com Castro et al., 2008). Vive 

exclusivamente em ecossistemas tropicais e subtropicais de manguezais, onde constrói 

tocas no sedimento (HATTORI E PINHEIRO, 2003) e usa as folhas e os propágulos de 

manguezais como fonte de alimento (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).É um 

componente central da macrofauna do mangue bentônico (Alves e NISHIDA, 2004) e 

um recurso pesqueiro vital para os pescadores artesanais (Rodrigues et al., 2000).  

A principal glândula digestiva dos crustáceos é o hepatopâncreas onde é 

produzida e secretada a maior parte das enzimas digestivas (ICELY & NOTT, 1992; 

LEMOS et al., 2000). O hepatopâncreas dos crustáceos é análogo ao fígado dos 

vertebrados sendo essencialmente composto por microtúbulos. Como no caso do fígado 

dos vertebrados, o hepatopâncreas dos invertebrados é um órgão sensível aos danos 

causados por poluentes existentes no meio externo (LI e COL., 2007). 

Embora algumas espécies de crustáceos habitem ambientes com altas 

concentrações de metais pesados, suas funções vitais, de modo geral, mantêm-se 

preservadas. Porém, podem ocorrer alterações nos processos de excreção e formas de 

destoxificação (HARRIS & SANTOS, 2000) ao interferir na atividade das enzimas de 

um modo geral. 

A α-amilase é uma endocarboidrase que é encontrada em diversos organismos, 

como exemplo, os animais, fungos, bactérias e vegetais. Ela é responsável pela hidrolise 

ligações glicosídicas α(1→4) presentes em macromoléculas de amido e glicogênio, 

gerando como produtos oligossacarídos, α-dextrinas e maltose (GUPTA et al., 2003; 

VAR DER MAAREL, 2003; GUANDALINI, 2007; CASTRO et al., 2010). Dentre as 

enzimas industriais, atualmente as amilases representam aproximadamente 25% do 

mercado enzimático mundial, apresentando grande aplicação biotecnológica (GUPTA, 

2003 BORGIO, 2011; KUMAR, SAHAI e BISARIA, 2012). 
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Dentre os vários setores onde esta enzima é utilizada, destacam-se a hidrólise 

do amido, produção de bioetanol, produção de açúcar e cerveja, indústria têxtil e 

curtume, indústria alimentícia, e na formulação de detergentes como aditivo de limpeza 

(VAN DER MAAREL et al., 2002), são produzidas por micro-organismos, 

principalmente bactérias (MITIDIERI, 2006). No entanto, é importante investigar novas 

fontes dessas enzimas, com a finalidade de descobrir novas formas de amilases e 

também buscar redução nos custos de produção (BURHAN et al., 2003). 

O presente trabalho tem como o objetivo de caracterizar amilases digestivas de 

Ucides cordatus, como biomarcadoras de metais pesados em amostras ambientais. 
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2. OBJETIVO  

 

2.1 Geral 

 

Caracterizar e avaliar o potencial de amilases extraídas do hepatopâncreas do 

caranguejo Ucides cordatus como um biomarcador de metais pesados. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

 Obter frações com atividade amilolítica a partir do extrato bruto do 

hepatopâncreas do caranguejo Ucides cordatus ; 

 Determinar a fração de melhor rendimento; 

 Caracterizar os parâmetros físico-químicos e cinéticos de amilases semi-

purificadas do hepatopâncreas de Ucides cordatus; 

 Avaliar a sensibilidade da proteína parcialmente purificada aos íons Fe 
+2

,Ca
+ 2

, 

Cu
+ 2

, Hg
+3

, Al
+ 3

,Mg 
+2

 Ba
+ 2

, e Na 
+
 nas concentrações de 0,007; 0,0007 e 

0,00007 mM. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Gerenciamento de resíduos de recursos pesqueiros 

 

O novo relatório da FAO, o Estado Mundial da Pesca e Aquicultura 2016 

(SOFIA) estima que o Brasil deve registrar um crescimento de 104% na produção da 

pesca e aquicultura em 2025. Segundo o estudo, o aumento na produção brasileira será o 

maior registrado na região, seguido de México (54,2%) e Argentina (53,9%) durante a 

próxima década. O crescimento no país se deve aos investimentos feitos no setor nos 

últimos anos. Em âmbito global, a produção deve crescer até alcançar 195,9 milhões de 

toneladas em 2025, um aumento de 17% em comparação a produção de 2013-15, de 

166,8 milhões, após 2014 registrar pela primeira vez aumento na produção aquícola 

para o consumo direto em relação às capturas por pesca (FAO 2016). 

Segundo a FAO (2014), o número de pessoas que dependem da pesca e da 

aquicultura como fonte de renda e alimentação é cada vez maior, estimando que cerca 

de 10 % a 12 % da população mundial dependam diretamente dessas atividades. 

Contudo, as ingerências dos recursos ambientais ameaçam a sustentabilidade da 

atividade. No Brasil o consumo per capta de produtos derivados do pescado deve 

aumentar nas próximas décadas, fazendo com que o setor seja cada vez mais dependente 

da aquicultura (ROCHA et al. 2013).  

Com o continuo crescimento da aquicultura e do largo volume de pescado 

processado, a indústria pesqueira tem gerado grandes quantidades de resíduos e 

subprodutos. Segundo (FERREIRA., 2014), aproximadamente de 50% do pescado 

produzido é descartado na forma de resíduo. No ano de 2010 a produção foi de 

154.000.000t de pescado no mundo (FAO, 2012a), aproximadamente 77 milhões de 

toneladas de resíduos pesqueiro, gerando uma fonte de desperdício de recursos de baixo 

custo e de contaminação ambiental. Dessa forma, preocupados com problemas 

ambientais, em todo o mundo pesquisas vêm sendo desenvolvidas para obtenção de 

métodos que possibilitem a transformação desses resíduos em produtos passíveis de 

utilização na indústria e na alimentação humana e animal (VIANE., 2014).  

É de grande importância utilizar a matéria-prima em toda a sua extensão para 

obtenção de subprodutos e coprodutos, evitando a própria formação do resíduo. Quando 

o resíduo é gerado deve-se planejar o seu aproveitamento, tendo como consequência 

minimizar desperdícios de resíduos que podem ser proveitosos para a indústria, redução 
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dos custos de produção e poluição ambiental, pois com a criação de alternativas 

tecnológicas, teremos como resultado o desenvolvimento sustentável (ANBE, 2011; 

ESPINDOLA-FILHO, 1997). 

Os organismos aquáticos representam uma importante fonte de biomoléculas 

ativas, como carotenoides (SANTOS, 2006), gelatina (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2007) 

peptídeos bioativos com atividade anti-hipertensiva, antitrombótica, imunomoduladora 

e antioxidante, e as enzimas (KIM e MENDIS, 2006), quitina e quitosana (SHAHIDI e 

JANAKKAMIL, 2001; KIM e MENDIS, 2006), e colágeno (HWANG et al., 2007; 

ZHANG et al., 2007; NALINANON et al., 2007). Assis et al. (2007) extraíram 

acetilcolinesterase de cérebro de tambaqui e a aplicaram na detecção de inseticidas. 

Várias proteases foram extraídas e purificadas de diversas espécies de peixes e 

caranguejos destacando características interessantes para aplicações diversas 

(BEZERRA et al., 2001; ALENCAR et al., 2003; BEZERRA et al., 2005; 

KLOMKLAO et al., 2006; SOUZA et al., 2007; ESPÓSITO et al., 2009-a, 2009-b; 

BEZERRA et al., 2002 ), incluindo  manejo de resíduos, amaciamento de carnes, 

extração de óleo de peixe, produção de ômega-3, ação antioxidante e antibacteriana 

(SHAHIDI e KAMIL, 2001), formulação de detergentes (ESPÓSITO et al., 2009), e 

produção de hidrolisado proteico (ASPMO et al., 2005). 

Em comum, todas as produções de pescados, seja para uso comercial ou 

experimental, produzem resíduos sólidos. Os resíduos da industrialização do pescado 

podem ser direcionados para várias modalidades de aproveitamento: alimentos para 

consumo humano, alimentos para consumo animal (rações), dietas parenterais 

hipoalergênicas (através da extração de proteínas de baixo peso molecular de acordo 

com pesquisas feitas por Marquez et al., 2004, fertilizantes ou adubos orgânicos, 

bicombustível, produtos químicos, e ainda é possível aproveitá-los no desenvolvimento 

de produtos funcionais como quitosana, cálcio de ostra e óleo rico em Omega-3 

(NUNES, 2011). 

As carapaças de caranguejo são fontes ricas em quitina. No Brasil, as principais 

áreas de ocorrência e produção deste crustáceo estão concentradas nas regiões Norte e 

Nordeste, as quais contribuem com 70% da produção nacional. O caranguejo-uçá–

Ucides cordatus é o segundo maior crustáceo encontrado nos ecossistemas de mangue, 

sendo preferencialmente explorado para o consumo humano (DE CASTRO et al., 

2008). Muitos métodos têm sido desenvolvidos para recuperação dos componentes 
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químicos, como proteínas, quitina e carotenoides entre outros, a partir de resíduos do 

processamento de crustáceos (CAHÚ et al 2012) 

 

Figura 1. Produtos que podem ser obtidos através do processamento de Ucides 

cordatus 

 

Fonte: Foto do autor 

 

Entre os subprodutos do pescado, as vísceras são reconhecidas como uma 

potencial e importante fonte de enzimas digestivas, entre as principais estão as proteases 

e amilases com alta atividade e que atuam em uma ampla faixa de pH e condições de 

temperatura (BEZERRA et al., 2002; SHAHIDI JANAK e KAMIL, 2001). A obtenção 

de enzimas a por meio de subprodutos da pesca é de grande importância uma vez que 

enzimas digestivas de baixo custo poderiam promover novas aplicações na indústria 

com o auxílio da biotecnologia, além de evitar o descarte indevido e a degradação 

desses insumos no meio ambiente (KLOMKLAO et al., 2008). 
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3.2 Ucides cordatus  

O caranguejo Ucides cordatus popularmente conhecido no Brasil como 

caranguejo-uçá, catanhão, caranguejo do mangue ou caranguejo-verdadeiro (BRANCO, 

1993), teve sua ocorrência registrada pela primeira vez no litoral brasileiro no início do 

século XIV pelos viajantes portugueses (MELO, 1996). Ocorre no Atlântico ocidental 

(Figura 2): Flórida, Golfo do México, Antilhas, Norte da América do Sul, Guianas, e 

Brasil (do Amapá até Santa Catarina) (BRANCO, 1993). 

Figura 2. Mapa do continente americano com a distribuição das subespécies 

do gênero Ucides, adaptado de Diele (2000). 

 

O caranguejo-uçá, requer uma alimentação relativamente simples, baseada 

principalmente de folhas dos mangues que caem na lama, como também fungos 

acumulados. Apresenta carapaça subelíptica e uma coloração que varia de azulada a 

arroxeada e avermelhada. Os quelípodos têm tamanhos desiguais para machos e fêmeas. 

E nos machos é possível identificar uma franja de pelos nos pereópodos, a qual é 
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reduzida ou ausente nas fêmeas (MELO, 1996), enquanto que o abdome das fêmeas é 

mais largo para acoplar a massa ovígera. 

A Caracterização Sistemática do Caranguejo Ucides cordatus (CASTILHO, 

2006), é formada por: 

 Filo: Arthropoda; 

 Classe: Crustácea; 

 Ordem: Decapoda; 

 Infraordem: Brachyura; 

 Família: Ocypodidae; 

 Gênero: Ucides; 

 Espécie: Ucides cordatus. 

O caranguejo Ucides cordatus está amplamente distribuído em habitats ao 

longo da costa brasileira habitando em tocas individuais com até 1metro de 

profundidade, situadas abaixo das arvores do mangue. Além destes, uma alta pressão 

predatória do Ucides cordatus é exercida pelos seres humanos que usam o caranguejo 

como alimento (ALVES e et al., 2005). 

U. cordatus desempenha funções importantes em áreas de manguezal, como 

processamento da serrapilheira, fluxo energético, ciclagem de matéria orgânica e 

bioturbação do sedimento (NORDHAUS et al., 2006). É uma espécie muito resistente 

com habilidade de suportar condições adversas como a disponibilidade limitada de água 

(devido às inundações da maré e exposição do substrato), a alta salinidade intersticial e 

a baixa concentração de oxigênio nas galerias (LIMA et al., 2010). 

Os invertebrados têm sido utilizados para a avaliação ambiental, pois são os 

principais componentes em todos os ecossistemas, além de numerosos, podem ser 

amostrados para análises sem grandes impactos danosos à dinâmica populacional 

(DEPLEDGE e FOSSI, 1994). Os crustáceos, por sua vez, podem acumular 

contaminantes, e, no entanto, serem resistentes à sua toxicidade. E esta é uma das 

características que possibilita que representantes desse grupo sejam utilizados no 

monitoramento da contaminação do ambiente marinho (COSSA, 1989). Nesse contexto, 

estudos têm indicado que o caranguejo U. cordatus é excelente biomonitor poluição dos 

manguezais (SANTOS, 2002; NUDI et al., 2007; PINHEIRO et al., 2012, 2013) que 

pode sofrer alterações bioquímicas e morfológicas em diferentes tecidos a partir da 
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exposição à um contaminante. U. cordatus é uma espécie potencialmente 

bioacumuladora de metais (SANTOS, 2002; NUDI et al., 2007; PINHEIRO et al., 2012, 

2013). Mas, em contra partida, corresponde à espécie de caranguejo mais explorada 

para o consumo humano no Brasil (OLMOS e SILVA, 2003).  

 

3.3 Biomarcadores e metais pesados 

 

Táxons que são sensíveis aos poluentes de origem antrópica podem mostrar 

alterações bioquímicas e morfológicas em diferentes tecidos (CARVALHO-NETA e 

ABREU-SILVA, 2013). Essas alterações podem ser avalidadas para diferentes espécies 

e são conhecidas como biomarcadores (VAN DER OOST et al., 2003). 

U. cordatus desempenha funções importantes em áreas de manguezal, como 

processamento da serrapilheira, fluxo energético, ciclagem de matéria orgânica e 

bioturbação do sedimento (NORDHAUS et al., 2006). É uma espécie muito resistente 

com habilidade de suportar condições adversas como a disponibilidade limitada de água 

(devido às inundações da maré e exposição do substrato), a alta salinidade intersticial e 

a baixa concentração de oxigênio nas galerias (LIMA et al., 2010). 

A simples presença de um xenobiótico em um ambiente aquático não pode por 

si só indicar um efeito deletério a este ambiente, sendo necessários estudos que 

permitam identificar os efeitos que os poluentes estão causando aos organismos vivos 

desses ecossistemas (COSTA et al., 2008). Tal análise pode ser realizada a partir do 

hepatopâncreas do caranguejo, que além de ter uma função de armazenamento, também 

desempenha um papel semelhante ao fígado em animais vertebrados e é o órgão onde a 

biotransformação ocorre (BAYEN, 2012). Os caminhos de transformação (rotas 

metabólicas) percorridos pelos xenobióticos no organismo, onde os tecidos os tornam 

mais polares são denominados de biotransformação. Muitas vezes a biotransformação 

pode originar um composto metabólito mais tóxico que a molécula original, processo 

este denominado bioativação. Os compostos bioativados podem produzir lesões ao 

vencer as barreiras de proteção gerando, no organismo, respostas tóxicas (RAPOSO, 

2002). 

Com a crescente urbanização e consequente industrialização das regiões 

costeiras, a contaminação por espécies metálicas no ambiente marinho tem se tornado 

um problema recorrente em muitos países (PAN e WANG, 2012; MACHADO et al., 

2016). As maiores fontes de poluição por metais em sistemas aquáticos incluem o 
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processamento industrial de minérios, lixiviação de lixões e áreas agrícolas, queima de 

combustíveis fósseis, deposição atmosférica e despejo de efluentes domésticos e 

industriais (BRYAN, 1976; KENNISH, 2002). 

Os metais pesados são os elementos químicos que apresentam densidade maior 

que 5g/cm3. Acredita-se que os metais sejam os agentes tóxicos mais antigos 

conhecidos pelo homem. Há aproximadamente 2.000 anos a.C., grandes quantidades de 

chumbo eram obtidas, como subproduto da fusão da prata. Todas as formas de vida são 

afetadas pela presença de metais dependendo da dose e da especiação. Muitos metais 

são essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos, desde as bactérias 

até mesmo o ser humano, mas eles são requeridos em baixas concentrações e podem 

efeitos deletérios sobre a saúde quando presentes acima das concentrações essenciais. 

Os metais são classificados em: 

 Elementos essenciais: sódio, potássio, cálcio, ferro, zinco, cobre, níquel e 

magnésio; 

 Micro-contaminantes ambientais: arsênico, chumbo, cádmio, mercúrio 

alumínio, titânio, estanho e tungstênio;  

 Elementos essenciais e simultaneamente micro-contaminantes: cromo, 

zinco, ferro, cobalto, manganês e níquel. 

Alguns elementos são tóxicos: mercúrio, chumbo, cádmio, cobre, níquel, 

cobalto. Os três primeiros segundo COSTA (2005) são tóxicos para animais, os três 

últimos são denominados fito tóxicos por serem mais tóxicos para plantas que para 

animais. 

Os metais pesados constituem a maior fonte poluidora inorgânica de solos e 

águas, sendo introduzidos no ambiente, principalmente através de fertilizantes, 

pesticidas, combustão de carvão e óleo, emissões veiculares, mineração, fundição, 

refinamento e incineração de resíduos urbanos e industriais (SCHWANZ, 2008). 

Wu (2010) apresentou resultados que mostram uma escala de classificação de 

metais no solo quanto à gravidade de risco ecológico como Hg> Cd> Pb> Cu> Cr> As> 

Zn, no qual avaliou do risco potencial ecológico de metais pesados no solo. Esses dados 

indicam o Pb como o terceiro elemento potencialmente tóxico, confirmando a 

necessidade de gerenciamento de regiões que apresentam contaminação com este 

elemento. 

Os metais apresentam afinidade com enxofre e nitrogênio, elementos comuns 

em muitas proteínas e aminoácidos. Devido a essa afinidade, há uma variedade de sítios 
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de ligação para os metais no interior das células, o que pode impedir o funcionamento 

metabólico normal de proteínas e moléculas e tornando-os potencialmente tóxicos 

(RAINBOW, 1997). A concentração de metais acumulados nos organismos pode ser 

dividida em duas categorias: metais metabolicamente disponíveis e metais detoxificados 

(que não desempenham papel metabólico, essencial ou deletério). Os efeitos tóxicos 

dependem da concentração de metal bioacumulado na forma metabolicamente 

disponível. A toxicidade ocorre quando a taxa de assimilação excede as taxas de 

excreção e detoxificação combinadas e os efeitos tóxicos ocorrem quando há um 

acúmulo excessivo de metais na forma metabolicamente disponível (RAINBOW, 2002; 

RAINBOW, 2007; RAINBOW & LUOMA, 2011; TAN & WANG, 2012). 

Logo, o uso de enzimas como biomarcadores pode auxiliar na avaliação dos 

estressores e seus efeitos sobre os organismos presentes nesses locais contaminados. 

uma vez que o aumento ou a inibição da atividade enzimática podem indicar algum tipo 

de resposta ao estresse ambiental, como consequência de atividade antrópica. CONGO 

et al, ( 2009). Para tanto, faz-se necessário uma padronização nessas metodologias e de 

biomarcadores que possam contribuir para a avaliação e diagnósticos dos impactos a 

que estão sujeitas estas regiões especificas do Brasil (CARVALHO-NETA et al., 2014). 

 

3.4 Enzimas 

 

O atual avanço tecnológico e a crescente procura por novos produtos, levaram 

ao aumento da busca por novas técnicas cada vez mais eficazes para aumentar a 

produção. O processamento através de métodos enzimáticos apresenta ser uma 

alternativa promissora no aumento da produção, devido à sua alta especificidade da 

reação catalisada, da velocidade com que se adquire o produto sem a geração de outros 

produtos secundários (síntese química) e diminuição de gastos com matéria prima e 

energia (BOUGATEF, 2013a).  

Durante todo o percurso da evolução, as enzimas desenvolveram-se para 

diminuir seletivamente as energias de ativação das reações necessárias para a 

sobrevivência dos organismos. A ação catalítica das enzimas aumenta a velocidade da 

reação sem afetar seu equilíbrio. Essas biomoléculas são muito mais eficientes do que 

os catalisadores sintéticos ou inorgânicos, pois apresentam maior especificidade pelo 

seu substrato, originam menos subprodutos indesejados, aumentam mais a velocidade 
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de reação e, geralmente, não exigem temperaturas, pressão ou pH extremos para 

atuarem (VOET et al, 2000) 

A atividade catalítica de uma enzima se constitui em um meio sensível e 

específico para sua mensuração. Assim, para se medir a quantidade de uma enzima em 

uma amostra, mede-se a velocidade de reação catalisada pela enzima. Os resultados são 

geralmente expressos em unidades enzimáticas e as quantidades relativas de enzima em 

diferentes extratos podem ser então comparadas. Uma unidade de enzima pode ser 

definida como a quantidade de substrato que reage ou do produto formado por minuto 

(MURRAY, 2002). Na ausência da catálise, a maior parte das reações nos sistemas 

biológicos ocorreria de forma muito lenta fazendo com que a formação de seus produtos 

fosse diminuída, não atendendo em tempo hábil, os processos metabólicos e fisiológicos 

de um determinado organismo (BERG, TYMOCZKO et al., 2004). A eficiência das 

enzimas em catalisar reações é tal que a 20 velocidades de uma reação pode ser 

aumentada em até 10 vezes (CAMPBELL e FARRELL, 2007).  

Alguns fatores como, por exemplo, a temperatura, a concentração dos 

reagentes e o pH, afetam a velocidade das reações alterando a atividade enzimática. A 

elevação da temperatura pode aumentar a velocidade de uma reação catalisada por uma 

enzima até o limite no qual essa temperatura seja responsável pelo rompimento das 

ligações fracas que conferem a estrutura secundária-terciária da enzima e cause sua 

desnaturação. Embora haja enzimas que trabalhem bem em pH alcalinos, neutros ou 

ácidos, valores extremos podem desnaturá-las ou causar alterações em sua carga 

elétrica, alterando sua atividade (CASTRO, 2009). 

As enzimas podem ainda ter sua atividade alterada pela presença de inibidores. 

A inibição pode ser irreversível, quando o inibidor se liga ao sítio ativo da enzima 

causando alterações estruturais. Os inibidores reversíveis podem ser de dois tipos: 

competitivos e não competitivos. O primeiro apresenta semelhança estrutural com o 

substrato e se liga ao sítio ativo, formando um complexo enzima-inibidor e impedindo a 

ligação da enzima ao substrato. Diferentemente do inibidor irreversível, não há 

alteração na estrutura da enzima. O inibidor não competitivo se liga a outra região da 

enzima provocando uma alteração em sua estrutura, principalmente em torno do sítio 

ativo, impedindo a reação de catálise mesmo quando o substrato está ligado a ela. 

Enzimas obtidas através de peixe e outros organismos aquáticos demonstram 

ser uma alternativa para o mercado de enzimas. Subprodutos da pesca e da aquicultura, 
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tem sido descartado de maneira inapropriada no ambiente, gerando impactos para este 

(ARVANITOYANNIS; KASSAVETI, 2008).  

 

3.4 Amilases 

 

As amilases são enzimas amplamente encontradas nos tecidos de animais, 

plantas, fungos, leveduras e bactérias. De acordo com o tipo de reação e os 

polissacarídeos produzidos através de sua catálise, elas podem ser classificadas em: α, β 

e γ-amilase (ARAI et al.; GASPERICK et al,; NIKOLOV e REILLY, 1991). 

A α-amilase [EC 3.2.1.1] é uma endocarboidrase responsável pela hidrólise de 

ligações glicosídicas α(1→4) presentes no amido e glicogênio. Nesse processo são 

produzidos maltose, maltotriose e oligossacarídeos maiores a partir da amilose; maltose, 

glicose e dextrinas através da amilopectina (WILD, 1964). 

Essas enzimas apresentam estrutura tridimensional altamente conservada, 

havendo homologia entre amilases de diferentes fontes. Sua conformação básica 

consiste de uma cadeia polipeptídica única dobrada em três domínios: A, B, e C 

(FRIFEDBERG, 1983; PRAKASH & JAISWAL, 2010). 

Amilases de origem animal, na sua maioria, apresentam atividade ótima entre 

30 e 50°C e na faixa de pH 7.0 - 7.2, apresentando maior tolerância a meios alcalinos do 

que ácidos. Sua atividade decresce com o tempo, com o aumento de temperatura e 

concentração de pequenos sacarídeos como glicose e maltose, que inibem sua ação 

hidrolítica (SHERMAN et al., 2005). Diferenças na atividade da α-amilase também 

podem resultar através das propriedades do substrato digerido. Estudos que avaliaram a 

ação da α-amilase pancreática de porco sobre amido de várias fontes vegetais 

encontraram diferentes graus de hidrólise, o que sugere que a atividade amilolítica 

depende da organização das estruturas de amilose e amilopectina presentes no substrato 

ao qual a enzima é exposta (PRINGSHEIM e GINSBURG, 1936). 

A atividade da amilase, em geral, foi considerada por vários autores sendo mais 

dependente de hábitos nutricionais que a atividade proteolítica. Sabe-se que 

caranguejos, apresentam alta atividade amilolítica devido a importância de glicose para 

a regulação funções de vários órgãos, como cérebro e músculo, e para a resposta ao 

estresse ambiental diferente (VERRI et al., 2001; LORENZON et al., 2005, 2007). 

Enzimas como as amilases e lipases são menos estudadas quando comparadas às 

proteases, entretanto alguns autores relataram a presença de uma atividade considerável 
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destas enzimas no hepatopâncreas de caranguejos (VERRI et al., 2001; GAXIOLA et 

al., 2005).  

Essas enzimas possuem grande importância industrial, exibindo várias 

aplicações, que vão desde a indústria alimentícia à produção de biocombustíveis. Uma 

vez que cada aplicação diferente requer amilases com propriedades específicas, se torna 

necessária a busca por novas fontes destas enzimas (GUPTA et al., 2003). 
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RESUMO 

 

As vísceras do processamento do pescado têm apresentado uma importante fonte 

de biomoléculas com potencial aplicação industrial. Neste trabalho avaliou-se o 

potencial de amilases de vísceras de caranguejo como biomarcador de metais 

pesados. Para extração das enzimas foram utilizadas vísceras extraídas de Ucides 

cordatus. A partir deste material obteve-se o extrato bruto que foi submetido por 

um processo de purificação parcial realizado em duas etapas: tratamento térmico e 

precipitação salina com sulfato de amônio. A fração saturada com 30- 60% de 

sulfato de amônio apresentou maior atividade específica com rendimentos de 7,2%. 

Nesta fração verificou-se em que temperatura e pH as amilases apresentaram maior 

atividade e foram realizadas eletroforeses de acordo com o método de Laemmli 

(1970), usando gel de acrilamida. Os efeitos de íons metálicos sobre a atividade 

amilolítica os íons Ca, Cu , Hg , Al , Ba , Fe, Mg e Na, foram avaliados nas 

concentrações 0,007; 0,0007 e 0,00007 mM. A atividade amilolítica foi fortemente 

inibida por Hg em 95%. Os pesos das proteínas foram estimados em 30-34 kDa. As 

amilases de Ucides cordatus se mostraram sensíveis a um metal pesado, por terem 

sua atividade fortemente inibida pelo mercúrio, o que pode sugerir a o potencial 

uso das amilases como biomarcador para este metal. 

  

Palavras chaves: Caranguejo, crustáceos, recurso pesqueiro, amilase. 

 

CHARACTERIZATION OF AMYLASES OF Ucides cordatus AND ITS 

POTENTIAL USE AS A BIOMARCADOR OF HEAVY METALS 

 

ABSTRACT 

 

The viscera of the fish processing have presented an important source of 

biomolecules with potential industrial application. In this work the potential of crab 

viscera amylases as a heavy metal biomarker was evaluated. For the extraction of 

the enzymes, viscera extracted from the of Ucides cordatus . From this material the 

crude extract was obtained, which was submitted by a semi-purification process 

carried out in two stages: thermal treatment and saline precipitation with 

ammonium sulfate .The fraction presenting the highest amylolytic activity was 

further studied (30-60% of ammonium sulfate) resulting in 7.2%. In this fraction, it 

was verified in which temperature and pH the amylases presented for higher 

activity and electrophoreses were performed according to the method of  Laemmli 

(1970) . The effect of metal ions on the amylolytic activity of the Ca, Cu, Hg, Al, 

Ba, Fe, Mg and Na ions was evaluated at 0.007; 0.0007 e 0.00007 mM 

concentrations. Amylolytic activity was strongly inhibited by Hg in 95%. The 

proteins weight was estimated at 30-34 kDa. The amylases of Ucides cordatus 

showed to be sensitive to a heavy metal, because their activity is strongly inhibited 

by mercury, which may suggest the potential use of amylases as a biomarker for 

this metal. 

Keywords: Crab,  Crustaceans, fishing waste, amylase. 
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INTRODUÇÃO 

 

O ambiente marinho está continuamente sujeito à poluição química 

proveniente das atividades antropogênicas que podem aumentar a descarga de metais 

em várias concentrações nos ecossistemas aquáticos naturais PAPAGIANNTIS et al., 

(2004)
 
e prejudicar os organismos aquáticos que vivem naquele ambiente ALINK, 

(1982). Alguns metais são essenciais ao metabolismo normal de organismo; e outros 

não-essenciais, por não possuírem nenhum papel biológico importante SANDERS, 

1997; EC, (2001). Entre os essenciais para os organismos marinhos estão: Co, Cu, Cr, 

Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn BRYAN, (1979).  

As metodologias utilizadas para avaliar a presença de poluentes no ambiente, 

na sua grande maioria são bastante caras.  Monitorar a ação desses poluentes através de 

organismos vivos é um tema bastante discutido nas ciências ambientais, por serem mais 

eficientes do que as medidas instantâneas de parâmetros físicos e químicos ESTEVES, 

(1998), ZHOU et al ( 2008). 

As enzimas podem ser usadas como biomarcadores de contaminação aquática, 

uma vez que o aumento ou a inibição da atividade enzimática podem indicar algum tipo 

de resposta ao estresse ambiental, como consequência de atividade antrópica. CONGO 

et al, ( 2009). 

Cada enzima apresenta uma estrutura tridimensional particular com um sítio 

ativo que se liga ao substrato específico, ditada pela ordem dos aminoácidos na sua 

cadeia, porém tal estrutura pode ser desenovelada, ou desnaturada, quando os 

compostos tóxicos se ligam à estrutura, sendo convertida em uma cadeia polipeptídica 

flexível que perdeu a sua conformação original, que pode torná-la inativa. 

LEHNINGER et al (1995). 

Os organismos aquáticos representam uma importante fonte de biomoléculas 

ativas. A obtenção de enzimas por meio de subprodutos da pesca é de grande 

importância uma vez que enzimas digestivas de baixo custo poderiam promover novas 

aplicações na indústria com o auxílio da biotecnologia, além de evitar o descarte 

indevido e a degradação desses insumos no meio ambiente. KLOMKLAO et al, (2008). 

Entre os crustáceos, o Ucides cordatus (LINNAEUS 1763) ocupa uma posição 

particularmente importante devido à sua distribuição geográfica contínua. Este 

caranguejo vive exclusivamente em ecossistemas tropicais e subtropicais de manguezais 

HATTORI E PINHEIRO, (2003). A espécie de caranguejo Ucides cordatus caracteriza-
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se como um importante recurso muito explorado pelas comunidades localizadas no 

entorno dos empreendimentos portuários da Ilha de São Luís. – Maranhão PINHEIRO-

SOUSA et al., (2013).  

A principal glândula digestiva dos crustáceos é o hepatopâncreas onde é 

produzida e secretada a maior parte das enzimas digestivas ICELY & NOTT, (1992; 

LEMOS et al., (2000). Como no caso do fígado dos vertebrados, o hepatopâncreas dos 

invertebrados é um órgão sensível aos danos causados por poluentes existentes no meio 

externo LI e COL., (2007). Embora algumas espécies de crustáceos habitem ambientes 

com altas concentrações de metais, suas funções vitais, de modo geral, mantêm-se 

preservadas. Porém, podem ocorrer alterações nos processos de excreção e formas de 

destoxificação HARRIS & SANTOS, (2000) ao interferir na atividade das enzimas de 

um modo geral. 
 

A α-amilase é uma endocarboidrase que é encontrada em diversos organismos, 

como exemplo, os animais, fungos, bactérias e vegetais. Ela é responsável pela hidrolise 

ligações glicosídicas α(1→4) presentes em macromoléculas de amido e glicogênio, 

gerando como produtos oligossacarídos, α-dextrinas e maltose GUPTA et al., (2003); 

VAR DER MAAREL, (2003); GUANDALINI, (2007); CASTRO et al.,( 2010). Dentre 

as enzimas industriais, atualmente as amilases representam aproximadamente 25% do 

mercado enzimático mundial, apresentando grande aplicação biotecnológica GUPTA, 

(2003) BORGIO, (2011); KUMAR, et al (2012). 

Desta forma o presente trabalho tem como o objetivo caracterizar e avaliar a 

potencialidade de amilases digestivas de Ucides cordatus, como biomarcadoras de 

metais pesados. 

 

MATERIAL E MÉTODOS. 

 

 Aquisição dos caranguejos 

 

Foram utilizados 8 espécimes de Ucides cordatus adquiridos juntos a 

pescadores de São Luís- Maranhão, Brasil. Levados ainda vivos ao Laboratório de 

Biotecnologia de Organismos Aquáticos (BioAqua) do Departamento de 

Oceanografia/UFMA. Os animais foram sacrificados através de imersão no gelo (0
o
C). 

Após a biometria dos exemplares os hepatopâncreas foram retirados para estudos 

referentes as enzimas digestivas. 
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Preparação do Extrato bruto 

 

Os hepatopâncreas dos caranguejos foram homogeneizados no agitador 

mecânico IKA RW 20 Digital em solução de fosfato de sódio 10 mM, pH 7,5 

(200mg/mL) em baixa temperatura. O material homogeneizado foi centrifugado a 

10.000 xg por 25 minutos a 4°C para a remoção de partículas insolúveis. O 

sobrenadante (Extrato Bruto), foi separado,acondicionado em baixa temperatua e 

utilizado nas próximas etapas de purificação BEZERRA.,( 2005). 

 

Semi-Purificação do extrato bruto 

 

O EB foi parcialmente purificado em um procedimento de dois passos: (1) 

tratamento térmico e (2) Fracionamento com sulfato de amônio. Realizou-se o 

tratamento térmico do EB para seleção de enzimas termoestáveis durante 30 min a 

45°C, em seguida foi centrifugado a 10.000 rpm durante 25 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante foi recolhido para a etapa seguinte. Após o tratamento térmico o extrato 

bruto aquecido (EBA) foi submetido ao fracionamento salino, através da precipitação 

das proteínas com sulfato de amônio, com graus de saturação entre 0-30% (F1) e 30-

60% (F2) BEZERRA (2001). Estas frações foram dialisadas em tampão fosfato de sódio 

100 mM pH 7,5, durante 24 h a 4 ° C e utilizado nos ensaios seguintes.  

 

Dosagem de proteínas  

 

A concentração de proteína das frações foi obtida medindo a absorbância no 

espectrofotômetro (NanoDrop 2000 - Thermo Scientific) a 260 nm e 280 nm, com base 

no método proposto por Warburg e Christian (1941), usando a equação: [proteína] mg 

ml-1= A280 x 1,5 - A260 x 0,75. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE 

 

Após o processo de purificação parcial, foi realizado eletroforese SDS-PAGE 

com o método de Laemmli (1970), usando gel de acrilamida. No gel foram aplicados o 

marcador de peso molecular, 100 μg de proteína de cada amostra resultante da 
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purificação parcial de Ucides cordatus (EB, EBA, F1, F2 ). A corrida da eletroforese 

ocorreu sob condutividade variável e amperagem constante (11 mA). Após a corrida, o 

gel foi corado em solução 0,25 % de Azul de Coomassie Brilliant por 30 min. Após esse 

período o gel foi descorado em solução contendo 10% de ácido acético e 25 % de 

metanol. O peso molecular das bandas foi estimado utilizando um padrão de peso 

molecular com massa molecular entre 116 a 20 kDa (SigmaMarker™). 

 

Determinação da atividade Amilolítica  

 

A atividade da amilase foi determinada de acordo com o método de Bernfeld 

(1955) utilizando 125μl amido solúvel 2% como substrato, 20 μl de cada fração (EB, 

EBA, F1, F2 E SF) com 125 μl de fosfato de sódio a 10 M pH 7,5 a 37 ° C por 10 min. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicada com um branco para cada condição. 

Retirou-se 30 µl de cada reação, adicionou-se em tubos com 300 µl de 3,5-

dinitrossalicílico (DNS) a 100°C. A atividade foi medida estimando os açúcares 

redutores liberados após esse tempo. Foi retirado 200 µl de cada tubo, em seguida 

adicionando na microplaca e lido no leitor de microplaca (TP – Reader, 

THERMOPLATE) a 492nm. 

 O cálculo da atividade amilolítica foi feito através do método de determinação 

de açúcares redutores obtendo-se a quantidade padrão com diluições seriadas de uma 

solução de glicose a 0,1 g/100 ml. Com os resultados de absorbâncias das soluções 

padrão, foi construído um gráfico de absorbância em função da concentração de glicose 

(mg/ml) para calcular a equação da reta. A partir da equação da reta, foi feito o calculo 

da concentração de glicose, considerando nos cálculos a absorbância efetuada na 

amostra. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de 

produzir 1 ug de maltose por minuto. 

 

 Efeito de pH  

 

As atividades das amilases foram avaliadas em diferentes condições de pH, 

utilizando amido como substrato. Para os ensaios foram utilizados os Tampões: 

NaOH/glicina ( 9 -11,5) 1 M , Citrato fosfato (4,5 - 7) 1 M  e  Tris-HCl: (7 – 8) 0,5 M. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicada com um branco para cada condição. 
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Efeitos da temperatura  

 

Os efeitos da temperatura sobre a atividade das enzimas foi avaliado em 

temperaturas de 25° a 60 °C com intervalos de 5°C. Os resultados foram expressos em 

atividade relativa com a temperatura na qual as enzimas apresentaram melhor atividade 

como 100%.  

 

Efeitos de íons metálicos 

  

O efeito de íons metálicos sobre a atividade amilolítica foi realizado de acordo 

com a metodologia adaptada de SOUZA, et al (2007). Os íons Ca 
+ 2

, Cu 
+ 2

, Hg 
+ 3

, Al 
+ 

3
, Ba 

+ 2
, Fe

+2
, Mg 

+2
 e  Na 

+
 foram avaliados na concentração de 0,007; 0,0007 e 

0,00007 mM. As amostras contendo amilase e solução de íon (1: 1) foi incubada 

durante 30 min a 37 ° C, em seguida, a atividade amilolítica foi verificada. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Purificação parcial de amilases de Ucides cordatus e SDS-PAGE 

 

O processo de purificação parcial de amilases do hepatopâncreas de U. 

cordatus está resumido na Tabela 1. O extrato bruto apresentou atividade especifica 

inicial de 0,53 U / mg, e após o primeiro passo (tratamento térmico), a atividade 

específica do EBA foi 0,73 e o rendimento foi  27,86%. O tratamento térmico é um 

importante passo de purificação de proteínas digestivas de organismos aquáticos, pois 

desnatura e remove proteínas não resistentes ao calor ainda no extrato bruto BEZERRA, 

(2001). Este procedimento produziu um extrato enzimático parcialmente purificado de 

1,39% do EBA em relação ao extrato bruto de 1%. O segundo passo (fracionamento de 

sulfato de amônio), a fração 0-30% (F1) e 30-60% (F2) apresentaram rendimentos de 

1,49% e 7,21%, respectivamente. O sulfato de amônio é o sal mais utilizado para 

precipitação de proteínas, devido a alta solubilidade e produção de força iônica, é uma 

técnica rápida e econômica e eficiente pra separar enzimas de outras proteínas 

encontradas no extrato (SANTOS 2014). Os resultados da eletroforese
 
na Figura 1, a 

fração 2 (F2) quando aplicada ao gel SDS-PAGE, mostrou a migração de três bandas, 
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em que duas se destacaram-se das demais, com massa molecular estimada em 24 kDa, 

mostram proteínas entre 30-34 kDa, corroborando com os pesos moleculares de 

amilases de hepatopâncreas de outros caranguejos de zona subtropical do gênero 

Neohelice, que estão entre 26-37 kDa VAN WORMHOUDT et al., (1995); ASARO, et 

al (2017), estes estudos detectaram a massa molecular das amilases com a técnica de 

zimogramas, utilizando amido como substrato, que permitiu a identificação de várias 

isoformas de amilases. 

 

 

 

 

 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frações 

de 

amilase 

Atividade 

Amilolitica 

Total (U) 

Proteina 

Total 

(mg) 

Atv. 

Especifica 

(U/mg) 

Rendimento 

(%) 
Purificação 

EB 1641,05 3123,19 0,53 100,00 1,00 

EBA 457,25 626,32 0,73 27,86 1,39 

F1(0-

30%) 

24,39 68,62 0,36 1,49 0,68 

F2(30-

60%) 

118,32 169,03 0,70 7,21 1,33 

Tabela 1: Purificação parcial de amilases de Ucides cordatus do hepatopâncreas. 

Proteína total e Atividades enzimáticas foram estabelecidas, respectivamente de acordo 

com Warburg and Christian (1941) e Bernfeld (1955) utilizando amido solúvel 2% 

como substrato. Extrato bruto (EB), extrato bruto aquecido (EBA), fração 1 (F1), fração 

2 (F2). 
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Caracterização bioquímica de amilases extraídas de Ucides cordatus 

 

Após as etapas de purificação, as propriedades físico-químicas das amilases 

parcialmente purificadas foram investigadas. A atividade das amilases extraídas do 

hepatopâncreas do Ucides cordatus foi verificada dentro da faixa de pH 5,0 á 7,0. Sendo 

o pH ótimo 6 e 7,0 (Figura 2.A), O resultados está de acordo com valores de pH ótimo 

do caranguejo de lama Scylla serrata PAVASOVICE , et al (2004) e do Caranguejo 

marinho Thalamita crenata , VAN WEEL, et al (1960). indicando que a digestão de 

carboidratos no hepatopâncreas ocorre principalmente em meio ácido ao neutro, 

diferente do que ocorre em outros organismos aquáticos como peixes , em que a 

digestão de carboidratos ocorre em meio alcalino, FERNÁNDEZ et al , (2001). As 

amilases de Ucides cordatus, exibiram temperatura ótima dentro da faixa de 45 a 55°C. 

(Figura 2.B). A atividade foi mantida em baixa temperatura (10 ° C) e sofreu uma queda 

acentuada na atividade a temperaturas acima de 55 ° C . O caranguejo Ucides cordatus 

está distribuído em regiões litorâneas, especialmente no nordeste e norte do Brasil, 

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilaminda - SDS-PAGE das proteínas obtidas 

dos hepatopâncreas de Ucides cordatus. No perfil 1 : padrão de peso molecular; 

Perfil 2: fração 2 obtida da purificação parcial com sulfato de amônio. Os pesos 

moleculares das proteínas foram estimados em 30 - 34 kDa. 
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como consequência de sua localidade em regiões costeiras tropicais e subtropicais, é 

exposta a uma ampla gama de temperaturas, NORDHAUS & WOLFF, (2007); 

ALONGI (2009), sendo muito tolerante a temperaturas extremas. Estes resultados 

também corroboram com estudos sobre as adaptações fisiológicas de animais 

ectodérmicos, ARRUCHALAM & HAARD, (1985); SIMPSON & HAARD, (1987); 

ÁSGEIRSSON et al, (1989); RAA, (1990); DE VECCHI & COPPES, (1996), em que 

as enzimas desses organismos apresentam atividades enzimáticas maiores, de acordo 

com o ambiente em que se encontram. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

Figura 2. Efeitos de (a) pH, (b) temperatura os ensaios foram realizados com 

valores de pH de 4,5 a 11,5 e as temperaturas variando de 10 a 70 ° C. 

A 
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 Potencial uso de amilases de Ucides cordatus como biomarcador de metais pesados 

 

Embora o papel central das enzimas digestivas seja encontrado nos processos 

dietéticos de clivagem e absorção, poucos estudos se têm encontrado na literatura que 

examinaram a atividade das amilases em caranguejos tropicais sob os efeitos da 

contaminação ou seu potencial como biomarcador. Sabe-se que as concentrações sub-

letais de metais  podem inibir a atividade de enzimas digestivas de uma espécie exposta, 

e reduzir a captação de energia, comprometendo a sobrevivência, o crescimento, e a 

reprodução de organismos , COSTA et al (2007).  

No presente estudos, o efeito de vários íons na atividade amilolítica de Ucides 

cordatus foi testado em concentrações de 0,007, 0,0007 e 0,00007 mM. Na 

concentração 0,007 mM íons, tais como Fe
+2

, Ca 
+ 2

, Cu 
+ 2

, Ba 
+ 2

, aumentaram a 

atividade de amilases parcialmente purificada de 11% a 19 % , e Mg
+2

 , Na 
+
e Al 

+ 3 
de 

27% a 36%,
  
 ao contrario de Hg 

+ 3 
que teve a atividade amilolítica fortemente inibida 

em 95% (Tabela 2.A) .Os valores das concentrações do mercúrio quando submetidos 

aos ensaio de atividade, ficaram a uma concentração final de 0,007 mM, que é o que 

vale á 1,40 mg/L de mercúrio. Os resultados para mercúrio foram semelhantes nas 

concentrações mais baixas de 0,0007 e 0,00007 mM. Isso mostra uma alta sensibilidade 

da enzima em altas concentrações do metal.  

Um estudo com amilases parcialmente purificada de hepatopâncreas de N. 

granulata
 
tiveram sua atividade maior na presença de Mg

+2 
e Ba 

+2
 (ASARO et al, 

2017). Amilases dos peneídos, teve a atividade  fortemente inibida por Hg 
2+

, Cu 
2+

 e Al 

3+
 com concentrações de 1, 5 e 10 mM, CASTRO et al (2012) . O efeito dos íons 

metálicos na enzima é específico da espécie, como sugerido pelos resultados diferentes 

relatados na literatura (MURALISANKAR et al., 2014 ; WU et al.,2014)
 
. Os resultados 

desse estudo ficaram 700 vezes acima dos estabelecidos pela
 
CONAMA, 357/2005 que 

é de 0,0002 mg/L para o Mercúrio (Hg).  

Dessa forma altas concentrações de mercúrio, podem ser identificadas 

utilizando amilases parcialmente purificadas de Ucides cordatus. Pois a presença desse 

íon metálico em uma concentração menor que 0,1 mM inibe a atividade das amilases, 

consequentemente, afetando o processo de digestão de carboidratos nesse organismo, 

indicando a presença de mercúrio. 
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Íons (0,007 mM)         Atividade residual ± SD (%) 

Controle 

Fe
2+ 

100 ± 0 

119,3 ± 0,09 

Na
+ 

126,02 ± 0,006 

Ca
2+ 

111,7 ± 0,04 

Hg
3+

 4,85 ± 0,02 

Ba
2+

 119,9 ± 0,06 

Cu
2+ 

119,8 ± 0 

Al
3+

 127,1 ± 0,006 

Mg
2+

 136,6 ± 0,006 

 

 

 

Íons (0,0007 mM)         Atividade residual ± SD (%) 

Controle 

Fe
2+ 

100 ± 0 

109,2 ± 0,04 

Na
+ 

107,61 ± 0 

Ca
2+ 

102,2 ± 0 

Hg
3+

 4,91± 0,17 

Ba
2+

 105,07 ± 0,01 

Cu
2+ 

107,83 ± 0 

Al
3+

 107,80± 0 

Mg
2+

 107,33 ± 0,09 

Íons (0,00007 mM)         Atividade residual ± SD (%) 

Controle 

Fe
2+ 

100 ± 0 

106,15± 0,14 

Na
+ 

112,66 ± 0,09 

Ca
2+ 

111,04± 0 

Hg
3+

 4,98± 0,1 

Ba
2+

 114 ± 0 

Cu
2+ 

114,50 ± 0 

Al
3+

 104,63± 0,07 

Mg
2+

 113,29 ± 0,03 

Tabela 2. Efeito de íons em amilases parcialmente purificadas de Ucides cordatus. 

Os resultados são representados por média ± desvio padrão (SD). 

A 

B 

C 
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CONCLUSÕES 

 

 A purificação parcial de amilases de Ucides cordatus foi eficiente para a obtenção 

de uma fração rica em amilases. 

 A atividade das amilases foi inibida na presença de Hg
3+

, o que pode sugerir o 

potencial uso de amilases de Ucides cordatus como biomarcador para este metal 

pesado. 
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TUNDISI, J.G. 1993. Theoretical basis for reservoir management. Verh. Internat. 

Verein. Limnol., 25: 1153-1156. 

GUERRA, R.F., SILVEIRA, N.L.D. da, BERNARDI, N. & LEGAL, E.J. 1997. Hand 

preference during behavioral tests and spontaneous activity in two species of common 

marmoset (Callithrix jacchuc and Callithrix penicillata). Rev. Bras. Biol., 57(4): 563-

570. 

SCHOWERBEL, J. 1975. Métodos de hidrobiologia. Madri: H. Blume. 262 p. 

 

7 Ilustrações 
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Fotografias, desenhos, gráficos e mapas devem ser denominados figuras. As 

ilustrações devem ser preparadas levando-se em consideração que o tamanho da página 

útil é de 22,0 cm X 15,0 cm, e apresentadas em sentido vertical com resolução mínima 

de 300 dpi. Tabelas e figuras devem ser numeradas com algarismos arábicos e 

chamadas no texto em ordem crescente (p.ex. Figura 1, Tabela 1). 

 

Tabelas e gráficos devem ser preparados em Excel 4.0 ou superior, 

armazenados e enviados em arquivos individuais. Desenhos e mapas esquemáticos 

devem ser feitos a traço de nanquim. No momento, apenas fotografias em preto e branco 

são impressas no Boletim, sendo necessário o envio das fotos originais. 

 

8 Considerações finais 

 

Os trabalhos devem ser enviados em três vias digitados em papel A4, espaço 

duplo, com margens de 2,5 cm. Após as correções os autores devem enviar um original 

e cópia em CD/DVD (Word 2007 ou versão superior, Times New Roman, fonte 12). Os 

autores devem enviar suas correspondências para: UNIVERSIDADE FEDERAL DO 

MARANHÃO/ DEPARTAMENTO DE OCEANOGRFIA E LIMNOLOGIA/ 

LABORATÓRIO DE HIDROBIOLOGIA 
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Fone: 0xx98 3272-8583/ 8561 

 

E-mail: boletimlabohidro@gmail.com 
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